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ABSTRACT: Ketone bodies are a major energetic substrate for brain cells in cases of
intracellular glucose deficiency caused by starvation or a lack of insulin. Their reten-
tion is intensified by renal failure. However, ketoacidosis may also result from etha-
nol-induced hypoglycaemia, particularly in chronic alcoholism and the accompa-
nying undernourishment. Moreover, ketoacidosis increases in cases of intensified re-
lease of insulin-antagonistic hormones (e.g. in hypothermia), which leads to elevated
levels of free fatty acids and their breakdown to acetyl-CoA — a ketogenic precursor.
In the present studies levels of acetoacetate (Ac-Ac), B-hydroxybutyrate (3-HBA) and
acetone (determined by means of headspace gas chromatography following thermal
decarboxylation of Ac-Ac and enzymatic oxidation of B-HBA to acetone) were com-
pared in blood, urine and vitreous humour collected during 36 post mortem examina-
tions (mainly of chronic alcoholics and those who died in low temperatures with no
diabetic history) to evaluate possibilities of ketone body use in post mortem diagnosis
of premortal biochemical disorders. It was found that evaluation of degree of
ketoacidosis intensification required determination of B-HBA — which in practice de-
termines the levels of all ketone bodies. Free acetone concentrations determined ad-
ditionally in blood ethanol tests using gas chromatography do not allow us to
differentiate ketoacidosis from exogenic acetone intoxication but they may be used as
a screening method to detect very advanced ketoacidosis. Autopsy blood was found to
be the best medium to evaluate the severity of ketoacidosis in the premortal period.
Furthermore, it was noted that determination of ketone bodies was a useful tool for
explaining death mechanisms in chronic alcoholics and in cases in which hypother-
mia was suspected to be the cause of death.
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INTRODUCTION

Acetate (Ac-Ac), B-hydroxybutyrate (3-HBA) and acetone are usually
called ketone bodies. The first stage of their creation takes place practically
only in the liver (Figure 1) which contains the appropriate lyase releasing
Ac-Ac from the product of condensation of acetylo Co-A (Ac-CoA). Ac-Ac can
be reduced (with the contribution of dehydrogenase from B-HBA dependent
on NAD) to B-HBA, which remains in balance with it depending on the cellu-
lar red-ox potential, especially on the NADH/NAD ratio. However, the de-
composition of Ac-Ac to acetone is a non-enzymatic process which occurs
spontaneously [11].

Ketone bodies naturally diffuse through cellular membranes and consti-
tute an easily assimilable energetic substrate that gets oxidised preferen-
tially before glucose and fatty acids. This feature assumes great importance
in the state of starvation when tissues dependant on glucose (e.g. the brain)
cover most of their energetic needs from oxidation of these compounds [11].

The physiological concentration of ketone bodies in blood is very small,
usually below 0.2 mmol/l. Ketoacidosis, i.e. accumulation of bigger amounts
of these compounds can result from their higher production in the liver or
from a diminished use by peripheral tissues. The main cause of hyper-
ketonemia is intracellular deficiency of glucose (absolute —caused by starva-
tion, physical effort on an empty stomach, or relative — connected to a deficit
of insulin that makes easier the transfer of glucose into cells of non-liver tis-
sues) together with an increased decomposition of fatty acids and overpro-
duction of Ac-CoA. An increased concentration of Ac-CoA can also be an ef-
fect of an improper diet (rich in fats and poor in carbohydrates), an excess of
insulin antagonists (e.g. in hypothermia) or an imbalance of cellular red-ox
potential (caused by e.g. alack of the oxidised form of NAD required for utili-
sation of Ac-CoA in the citric acid cycle).

Ac-Ac and B-HBA anions that are created in excess are removed via the
urine in the ionic form. Therefore, long-lasting ketoacidosis leads to disor-
ders of the aqueous and electrolytic economy (i.e. the loss of sodium and po-
tassium ions after the limits of effectiveness of the ammoniagenesis mecha-
nism have been exceeded) as well as the acid-alkaline economy in the form of
metabolic acidosis. However, one should remember that retention of ketone
bodies can be intensified by renal failure, caused by, amongst other things,
shock, ethylene glycol intoxication or dehydration as a result of e.g. persis-
tent vomiting [1, 9, 11].

Although ethyl alcohol can be metabolised to Ac-CoA, it hardly contributes
to production of ketone bodies, because oxidation of ethanol to acetate takes
place almost entirely in the liver, whereas oxidation of acetate occurs mainly
in tissues that do not have the ability to produce ketone bodies (Figure 1).
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In single doses ethanol even acts against ketoacidosis (in diabetic hypergly-
caemia as well) most probably as a result of stimulating secretion of insulin
after burdening by glucose and inducing transportation of glucose into the
cells. Consumption of ethanol, however, can lead to hypoglycaemia (usually
occurring after a delay of several — or even tens of — hours) and so to second-
ary, sometimes even fatal, ketoacidosis. The late hypoglycaeming effect of
ethanol can be explained by the change of the red-ox potential of the cell (i.e.
the increase of the ratio of NADH:NAD) and the halting of gluconeogenesis
(in spite of an excess of reduced NAD!) as a result of a lack of substrate for
this reaction in the form of pyruvate (that gets reduced by the excess of
NADH to lactate) and malnutrition accompanying a chronic consumption of
alcohol [1, 2, 4, 8, 9, 11, 14].

An episode of hyperglycaemia prior to death can be revealed post-mortem
by means of a simultaneous determination of the concentration of glucose
and lactic acid, e.g. in the vitreous humour [12]. It is also possible to recog-
nise diabetes post-mortem through examination of the level of glucosylated
haemoglobin [1]. However, fast decomposition of glucose after death [3]
means that premortal hypoglycaemia can be recognised only indirectly, e.g.
by the determination of the concentration of ketone bodies.

From the point of view of the needs of forensic medicine, the concentra-
tion of ketone bodies in post-mortem material can serve as a marker for the
above-mentioned biochemical disorders, which are usually not accompanied
by macro- or microscopically recognisable anatomic changes. Thus, the aim
of the current preliminary study was to determine the concentration of
ketone bodies (acetone can be determined “by the way” when assessing the
concentration of alcohol by the gas chromatography method) in the three
most commonly used environments (i.e. in blood, urine and vitreous hu-
mour). Research was carried out on material collected from the corpses of
people who chronically overused alcohol or were intoxicated with alcohol at
the moment of death; this was justified by the above-mentioned influence of
alcohol on ketogenesis and the relatively frequent cases of unexplained
deaths among alcoholics [18]. Moreover, the subject of the study was mate-
rial collected from the corpses of people whose death could have been a result
of overcooling of the body. Presently existing possibilities of recognising that
death was a result of freezing are very limited as observed changes are ei-
ther weakly specific (ecchymosis in the mucous membrane of the stomach,
histological features of the haemorrhagic pancreatic necrosis, cardiomyocy-
te necrosis or decreasing of the content of glycogen in hepatocytes), or repre-
sent only local action of low temperature (frostbites, violet coloured area in
the vicinity of knees and olecranons as well as red coloured post-mortem livid
blotches), and so they may not appear in cases of death from cooling at envi-
ronmental temperatures close to zero or higher [7, 15].
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MATERIAL

The subject of the examinations was samples of blood, urine and vitreous
humour collected from 36 corpses (33 men and 3 women aged 20-73, average
age 44 years; with no diabetic history') within 1-5 days after the death
(3 days on average). Cases with recognised advanced autolytic changes or
where decaying changes had begun were rejected. Corpses were preserved
in a cold room at a temperature of about +4°C until the autopsy. The col-
lected material was frozen.

METHODS

For the analyses the following chemical compounds were used: NAD (free
acid grade II, 98% purity), D-B-hydroxybutyrate dehydrogenase, lactate
dehydrogenase and sodium pyruvate by Boehringer. As the standards lith-
ium acetoacetate, acetone and the set of B-HBA solutions by Sigma were uti-
lised. Prior to use the pyruvate was purified by recrystalisation from metha-
nol.

Acetone, Ac-Ac and B-HBA were determined by means of gas chromatog-
raphy with the headspace technique according to the method worked out by
Siegel et al. [17] and modified by Felby and Nielsen [5], using a gas
chromatograph Fisons 8160 with an autosampler HS-800. In the studied
samples firstly free acetone, then Ac-Ac (after its thermal decarboxylation to
acetone) and B-HBA (after its enzymatic oxidation to Ac-Ac, followed by
thermal decarboxylation to acetone) were determined. NADH produced dur-
ing oxidation of B-HBA by D-B-hydroxybutyrate dehydrogenase was succes-
sively recovered as a result of the reduction of pyruvate to lactate by lactate
dehydrogenase.

RESULTS AND DISCUSSION

The analytical procedure undertaken resulted from the nature of the ma-
terial collected from the corpses. Due to a pronounced degree of haemolysis
of blood it was impossible to apply a standard kit for determination of B-HBA
by Sigma (which allows colorimetric determination of the concentration of
NADH created as a result of oxidation of an equimolar quantity of aceto-
acetate) or other colorimetric methods based on the colour reaction of ace-

1 The families of the dead gave this information.
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tone or acetoacetate with various substances (e.g. sodium nitroprusside).
For examinations of post-mortem material, the method of chemical oxida-
tion of B-HBA with the use of potassium dichromate [19] was not suitable ei-
ther, because in these conditions, isopropanol — created as a result of post-
mortem processes — also gets oxidised to acetone.

The results of all determinations of the concentration of acetone, Ac-Ac
and B-HBA are presented in Table I (in pmol/l). This enables joint determi-
nation of the concentrations of all ketone bodies, as both 3-HBA and acetone
are created in equimolar quantities to Ac-Ac. Separate determination of con-
centrations of these substances, on the other hand, allowed us to exclude the
possibility of exogenic acetone intoxication [19]. In this type of case, Ac-Ac
and B-HBA are absent, as the decarboxylation of Ac-Ac is irreversible.

The obtained results (Table I) in most cases do not differ significantly
from concentrations typical for healthy live persons, i.e. the concentration of
B-HBA was below 0.3 mmol/l and the sum of acetone and Ac-Ac concentra-
tions below 0.2 mmol/l [12]. However, they were much larger in some cases.

Further evaluation of the results of determinations of ketone concentra-
tions in the three studied environments was carried out taking into account
the results of autopsies (macro- and microscopic diagnosis), results of blood
and urine analyses for the presence of ethanol and sometimes also further
toxicological investigations. Moreover, the circumstances of death were
taken into consideration — for this purpose all evidence included in archives
(rendered accessible by the public prosecutor’s offices) was analysed, as was
information obtained from families of the dead persons, which allowed con-
firmation of chronic alcoholism and exclusion of full-symptomatic diabetes.

On the basis of the above determinations, the set of 36 examined cases
was divided into the following groups and subgroups:

1. Deaths of persons who did not abuse alcohol chronically and nothing
indicated the possibility of excessive cooling of the body; this group was
further subdivided as follows:

a) cases in which only high concentrations of ethanol were detected
(and possible disease changes in the circulatory system) (n = 7);

b) cases in which the death was caused by an injury or a sudden stran-
gulation, when the victim was under the influence of alcohol (n=6);

¢) remaining cases of deaths of persons who were not under the influe-
nce of alcohol (n = 8).

2. Deaths of persons who were chronic alcoholics®, and nothing indicated
the possibility of excessive body cooling, including:

2 For all cases classified into this group, fattening or cirrhosis of the liver was detected.
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a) cases in which only a large concentration of ethanol (> 4%.) was de-
tected (n = 3);
b) remaining cases of deaths (n = 6).

3. Cases of death in which the circumstances of finding of the body and
the results of the post-mortem examination showed the possibility of exces-
sive body cooling (n = 6).

An evaluation of the influence of the time which elapsed from death to the
autopsy was omitted, because from earlier publications it was shown that
the creation of ketone bodies in the course of post-mortem changes is not sig-
nificant during the first 5 days after death [1].

Figure 2 shows the results of acetone, Ac-Ac and B-HBA analysis and the
sums of the concentrations of all the ketone bodies in blood, urine and vitre-
ous humour, taking into account the division of examined autopsy materials
presented above. All cases were arranged in order within the groups and
subgroups according to rising concentration of ketone bodies in blood. More-
over, the concentrations of ethanol in blood and urine are also shown in Fig-
ure 2.

The presented charts show that the best marker of ketoacidosis is the
concentration of B-HBA, which in practice determines the level of ketone
bodies. On the other hand, concentrations of acetone and especially Ac-Ac
may be at low levels even if the concentration of B-HBA is significantly in-
creased. Those commercial clinical tests that detect only Ac-Ac can, in some
cases, give false negative results — so they have limited diagnostic value.

Detection of increased acetone concentration is possible “by the way
when analysing blood, urine and vitreous humour for the presence of etha-
nol. So, this routine procedure can at the same time be a screening examina-
tion showing an advanced degree of ketoacidosis; it also indicates the advis-
ability of the determination of B-HBA level, because (as can be seen in Fig-
ure 2) a significant increase of acetone concentration (originating from met-
abolic processes) only accompanies a high 3-HBA concentration.

The divergence between the concentration of B-HBA and the concentra-
tions of Ac-Ac and acetone is especially pronounced (in particular in blood
and vitreous humour) in the group of chronic alcoholics. This regularity
should be explained by the change of the redox potential of liver cells which
are “engaged” in the oxidation of ethanol (thus increasing the NADH/NAD
ratio). The retention of Ac-Ac is then difficult as Ac-Ac gets converted to
B-HBA, which in this situation can not be decarboxylated to acetone.

In cases of persons who died as the result of acute alcohol intoxication
(even if they overused alcohol chronically) and in cases of sudden deaths (for
other known reasons except hypothermia) of persons who were under the in-
fluence of alcohol but who were not alcoholics, the concentration of ketone
bodies was low —close to the physiological norm of living persons. In cases of

’
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Fig. 2. A comparison of B-hydroxybutyrate (B-HBA), acetoacete (Ac-Ac) and acetone
concentrations in blood, urine and vitreous humour in 36 examined cases.

acute ethanol intoxication increase of ketogenesis does not occur since
the liver cells, which are “engaged” in the utilisation of ethanol, do not accu-
mulate larger amounts of Ac-CoA, which constitutes the substrate for
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ketogenesis (the increase of the NADH/NAD ratio during the oxidation of
ethanol hampers B-oxidation of fatty acids and the acetate created is acti-
vated to Ac-CoA mainly in non-liver tissues, which have no ability to produce
ketone bodies). Only prolonged ethanol intoxication together with a de-
crease in the concentration of glucose in blood (as a result of reactive hypo-
glycaemia caused by ethanol, the hampering of gluconeogenesis due to
lactoacidosis or (and) a lack of meals containing carbohydrates) can lead to
hyperketonemia (and ketoacidosis) as a result of the activation of insu-
lin-antagonistic hormones, intensified decomposition of triglycerides and an
increase in the concentration of free fatty acids and Ac-CoA, which can not
enter the citric acid cycle (among others due to a lack of oxalatoacetate aris-
ing during the decomposition of glucose)®.

However, the largest concentrations of ketone bodies in the studied group
occurred in cases where ethanol was not detected in the body fluids and the
circumstances showed that the cause of death could have been excessive
cooling of the organism. This attests to the fact that a high concentration of
ketone bodies can be treated as a diagnostic test for death caused by hypo-
thermia®. Hypothermia leads (similarly to other stressors) to intensive liber-
ation of insulin-antagonistic hormones (at the beginning mainly catechol-
amines, later glucagon and corticosteroids) that intensify the breakdown of
fats and the production of ketone bodies being the main source of energy (af-
ter the glycogen reserve has been used) necessary for intensive thermo-
genesis in the cooled organism [6, 7, 16].

In the group of persons who were exposed to cold a clear inverse depend-
ence was observed between intensification of ketoacidosis and ethanol con-
centration, which causes an accelerated loss of warmth by an increase of
blood flow through skin blood vessels. In ethanol intoxicated persons the
speed of the cooling of the organism is therefore probably faster than the
speed of adaptation reactions of the system (too small creation of ketone bod-
ies in comparison to needs of the tissue) in a situation where at the same
time the above-mentioned anti-ketone action of ethanol is taking place.

A comparison of the results of all determinations in the three examined
environments leads to the conclusion that with an appropriately selected
analytical method autopsy blood is a good material for determination of
ketone bodies, and, (using this information) for the evaluation of metabolic
disorders in the period of time prior to death. Evaluations of the results of de-

3 Maybe this type of metabolic disorder was the cause of death of one chronic alcoholic (no. 30 in
Tablel), whose reason of the death was not found, but only a significantly increased level of
ketone bodies in blood and urine was detected.

4 This suggestion should be verified on the basis of a greater group of cases than that chosen in
our work.
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terminations of ketone bodies in urine should, however, be interpreted cau-
tiously, because of the possibility of persisting ketonuria (connected with re-
tention of urine) in cases where ketonemia has already ceased or where
there is a lack of ketonuria in a situation of co-existing ketonemia and renal
failure (e.g. shock etiology)®.

However, it is well known that vitreous humour is a well-isolated envi-
ronment from other body fluids, and substances present in vitreous humour
reach a state of balance with blood circulation via passive diffusion. This dif-
fusion from or to the vitreous humour is characterised by some inertia [10].
So, a deduction on the extent of ketoacidosis based only on vitreous humour
examination can lead to a false diagnosis in the case, for example, of a rapid
rise in ketonemia, which was confirmed by the results of this work. However,
in most cases of advanced ketonemia (groups 2 b and 3 in Table I) the concen-
trations of ketone bodies in vitreous humour turned out to be close to the con-
centrations in blood, but in cases no. 30 and 36 (Table I) B-HBA concentra-
tions were several times lower than in blood.

CONCLUSIONS

1. “Bythe way” determination of the concentration of free acetone during
analysis of the content of ethanol in blood by the gas-chromatography
method can only be used as a screening examination for detection of
advanced ketoacidosis; it does not allow ketoacidosis to be differenti-
ated from exogenic acetone intoxication.

2. Toevaluate the degree of ketoacidosis, it is necessary to determine the
concentration of B-HBA or the sum of ketone bodies.

3. Autopsy blood is a good environment for the evaluation of the degree of
ketoacidosis in the period of time prior to death.

4. Alow concentration of ketone bodies does not exclude the possibility of
death as a result of excessive body cooling in cases where a very high
concentration of ethanol was determined in the blood.

5. The concentrations of ketone bodies in urine and vitreous humour can

significantly differ from the degree of ketonemia at the moment of
death.

5 This situation occurred probably in case no. 29 (in Table 1), i.e. in a person who chronically
abused alcohol and died as a consequence of a mechanical injury probably after long agony,
because post-mortem examination showed features of acute circulation-breathing failure and
the ketone bodies concentration in urine was low in spite of a high concentration of B-HBA in
blood and vitreous humour.
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OCENA PRZYDATNOSCI OZNACZANIA KWASU
B-HYDROKSYMASLOWEGO, KWASU ACETOOCTOWEGO ORAZ
ACETONU WE KRWI, MOCZU I CIELE SZKLISTYM OKA DO
NEKROCHEMICZNEJ DIAGNOSTYKI PRZEDSMIERTNYCH
ZABURZEN METABOLICZNYCH*

Grzegorz TERESINSKI, Grzegorz BUSZEWICZ, Roman MADRO

WSTEP

Kwas acetooctowy (Ac-Ac), kwas B-hydroksymastowy (3-HBA) i aceton nazywane
sa zwyczajowo cialami ketonowymi. Pierwszy etap ich tworzenia przebiega prak-
tycznie tylko w watrobie (rycina 1), ktora zawiera odpowiednig liaze uwalniajaca
Ac-Ac z produktu kondensacji acetylo-CoA (Ac-CoA). Ac-Ac moze by¢ redukowany
(przy udziale dehydrogenazy B-HBA zaleznej od NAD) do B-HBA, z ktérym pozostaje
w rownowadze zaleznej od potencjalu oksyredukcyjnego komérki, a zwlaszcza sto-
sunku NADH/NAD. Natomiast rozktad Ac-Ac do acetonu jest procesem nieenzyma-
tycznym 1 zachodzi spontanicznie [11].

Ciata ketonowe swobodnie przechodza przez blony komérkowe i stanowig latwo
przyswajalny substrat energetyczny, utleniany preferencyjnie przed glukoza i kwa-
sami tluszczowymi. Wladciwo$é ta nabiera duzego znaczenia w stanach glodzenia,
kiedy tkanki zalezne od glukozy (np. mézg) pokrywaja wiekszoé¢ swego zapotrzebo-
wania energetycznego ze spalania tych zwiazkow [11].

Fizjologiczne stezenie ciat ketonowych we krwi jest bardzo mate, zwykle ponizej
0,2 mmol/l. Ketoza, czyli nagromadzenie sie wieksze] ilo$ci tych substancji, moze by¢
wynikiem ich zwiekszonej produkeji w watrobie lub zmniejszonego wykorzystania
przez tkanki obwodowe. Gléwna przyczyne hiperketonemii stanowi wewnatrzko-
moérkowy niedobér glukozy (bezwzgledny — spowodowany glodzeniem, wysitkiem fi-
zycznym na czczo lub wzgledny — zwiazany z niedoborem insuliny, ktéra utatwia
transport glukozy do wnetrza komoérek w tkankach pozawatrobowych) 1 towarzy-
szacy temu nasilony rozktad kwaséw ttuszczowych z nadprodukeja Ac-CoA [11]. Pod-
wyzszone stezenie Ac-CoA moze by¢ ponadto wynikiem nieodpowiedniej diety (bo-
gatottuszczowej 1 ubogoweglowodanowej), nadmiaru antagonistéw insuliny (np.
w hipotermii) lub zachwiania potencjalu oksydacyjno-redukcyjnego komorek (spo-
wodowanego np. brakiem utlenionej formy NAD koniecznej do utylizacji Ac-CoA
w cyklu kwasu cytrynowego).

Wytworzone w nadmiarze aniony Ac-Ac i B-HBA usuwane sg gtéwnie z moczem
w postaci zjonizowanej. Dlatego przedtuzajaca sie ketoza prowadzi do zaburzen gos-
podarki wodno-elektrolitowej (tj. utraty jonéw sodowych i potasowych po przekrocze-

* Wstepne wyniki tej pracy zaprezentowane zostaty podczas XVI Konferencji Toksykologéw
Sadowych w Kazimierzu Dolnym w dniach 6-7 maja 1999 roku.
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niu wydolno$ci mechanizmu amoniogenezy) oraz kwasowo-zasadowej (pod postacia
kwasicy metabolicznej). Pamietaé jednak nalezy, ze retencje cial ketonowych moze
nasila¢ dotaczajaca sie niewydolno$é nerek spowodowana m.in. wstrzasem, zatru-
ciem glikolem etylenowym lub odwodnieniem, np. w wyniku uporczywych wymiotow
[1,9, 11].

Alkohol etylowy jest wprawdzie metabolizowany do Ac-CoA, ale praktycznie nie
stanowi substratu do produkcji cial ketonowych, gdyz utlenianie etanolu do octanu
zachodzi prawie wyltacznie w watrobie, natomiast utlenianie octanu gtéwnie w in-
nych tkankach, ktére nie maja zdolnoséci do produkeji ciat ketonowych (rycina 1).
W jednorazowych dawkach etanol nawet przeciwdziata ketozie (takze w hiperglike-
mii cukrzycowej), prawdopodobnie w wyniku stymulacji uwalniania insuliny po
obciazeniu glukoza i pobudzenia dokomérkowego transportu glukozy. Spozycie eta-
nolu moze jednak prowadzié¢ do hipoglikemii (pojawiajacej sie zazwyczaj z kilkuna-
sto, a nawet kilkudziesieciogodzinnym opdznieniem), a w zwiazku z nig do wtornej,
czasem nawet Smiertelnej ketozy. Pézny efekt hipoglikemizujacy etanolu nalezy
thumaczy¢ przede wszystkim zmiana potencjatu oksyredukcyjnego komorki (wzro-
stem stosunku NADH/NAD) i zahamowaniem glukoneogenezy (mimo nadmiaru zre-
dukowanego NAD!) na skutek braku substratu do tej reakcji w postaci pirogronianu
(ktory redukowany jest przez nadmiar NADH do mleczanu) oraz niedozywieniem,
ktore czesto towarzyszy przewleklemu spozywaniu alkoholu [1, 2, 4, 8, 9, 11, 14].

Poprzedzajacy zgon epizod hiperglikemii mozna wykazaé po$émiertnie przez row-
noczesne oznaczanie stezenia glukozy 1 kwasu mlekowego, np. w ciele szklistym oka
[12]. Po$miertnie mozna takze rozpoznac cukrzyce przez badanie poziomu glikozylo-
wanej hemoglobiny [1]. Natomiast szybki rozktad glukozy po Smierci [3] sprawia, ze
przedémiertna hipoglikemie mozna diagnozowacé jedynie poSrednio, np. przez okres-
lenie stezenia ciat ketonowych.

Z punktu widzenia potrzeb medycyny sadowej, stezenie cial ketonowych w ma-
teriale pobranym ze zwlok moze zatem shuzy¢ jako marker wspomnianych wyzej za-
burzen biochemicznych, ktérym zwykle nie towarzysza uchwytne makro- lub mi-
kroskopowo zmiany anatomiczne. Celem niniejszego, wstepnego opracowania, byta
wiec ocena stezen cial ketonowych (sposréod ktérych aceton mozna oznaczaé metoda,
chromatografii gazowej ,przy okazji” badan w kierunku zawarto$ci alkoholu)
w trzech najpowszechniej wykorzystywanych érodowiskach (tj. we krwi, moczu i cie-
le szklistym). Badania przeprowadzono na materiale pobranym ze zwlok oséb, ktére
przewlekle naduzywatly alkoholu lub w chwili zgonu znajdowaly sie w stanie nie-
trzezwosci, co bylo uzasadnione oméwionym wyzej wpltywem alkoholu na ketogeneze
oraz do§¢ czestymi przypadkami niewyjaénionych zgonéw wéréd alkoholikow [18].
Przebadano réwniez material pobrany ze zwlok tych osob, ktérych $mieré mogta byé
skutkiem nadmiernego wychlodzenia ciata. Istniejace obecnie mozliwosci stwier-
dzenia, iz $mier¢ byta wynikiem zamarzniecia, sa bowiem bardzo ograniczone, gdyz
obserwowane zmiany sg malo specyficzne (wybroczyny w blonie §luzowej zotadka
badz histologiczne cechy martwicy krwotocznej trzustki, martwicy kardiomiocytow
albo zmniejszenie zawartosci glikogenu w hepatocytach) lub éwiadcza jedynie o miej-
scowym dziataniu zimna (odmrozenia, fioletowe zabarwienie okolic kolan 1 wyrost-
kow tokciowych oraz czerwone zabarwienie plam opadowych), w zwiazku z czym
moga nie wystepowac w przypadkach zgonéw z oziebienia w temperaturze otoczenia
zblizonej do zera lub wyzszej (7, 15].
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MATERIAL

Przebadano prébki krwi, moczu i cialtka szklistego pobrane z 36 zwlok (33 mez-
czyzn i 3 kobiet w wieku od 20 do 73 lat, éredni wiek 44 lata, bez wywiadu cukrzyco-
wego') po uplywie od 1 do 5 dni od zgonu (érednio okoto 3 dni). Pominieto te przy-
padki, w ktorych stwierdzono zaawansowane zmiany autolityczne lub rozpoczyna-
jace sie zmiany gnilne. Zwloki do czasu wykonania sekcji byly przechowywane
w chlodni w temperaturze ok. + 4°C. Pobrany material zamrazano.

METODY

Do analiz uzyto NAD (free acid grade 11, czysto$é 98%), dehydrogenaze D-B-hy-
droksymaslanowa, dehydrogenaze mleczanowa, 1 pirogronian sodowy z firmy Boeh-
ringer. Za wzorce stuzyly acetooctan litu, aceton i zestaw roztworéw B-HBA z firmy
Sigma. Pirogronian przed zastosowaniem zostal uwolniony od zanieczyszczen aceto-
nem poprzez rekrystalizacje z metanolu.

Aceton, Ac-Ac i B-HBA oznaczano technika headspace chromatografii gazowej
wedlug metody opracowanej przez Siegela iin. [17] w modyfikacji Felby’ego i Nielse-
na [5] przy uzyciu chromatografu gazowego Fisons 8160 1 autosamplera HS-800.
W badanych probkach oznaczano najpierw wolny aceton, a nastepnie Ac-Ac (po jego
termicznej dekarboksylacji do acetonu) oraz B-HBA (po enzymatycznym utlenieniu
do Ac-Ac, a nastepnie jego termicznej dekarboksylacji do acetonu). NADH wytwa-
rzany podczas utleniania B-HBA przez dehydrogenaze B-hydroksymaslanowa byt
sukcesywnie odtwarzany w wyniku redukcji pirogronianu do mleczanu przez dehy-
drogenaze mleczanowa.

WYNIKI ANALIZY I DYSKUSJA

Przyjety sposob postepowania analitycznego wynikat z charakteru materiatu po-
bieranego ze zwlok. Z uwagi na znaczny stopienr hemolizy krwi niemozliwe okazato
sie bowiem zastosowanie fabrycznego zestawu do oznaczania B-HBA firmy Sigma
(ktéry pozwala na kolorymetryczne okreslanie stezenia NADH powstajacego w wy-
niku utlenienia ekwimolarnej iloéci acetooctanu), jak rowniez innych metod opar-
tych na kolorymetrycznym oznaczaniu barwnych produktéw reakeji acetonu lub ace-
tooctanu z r6znymi substancjami (np. nitroprusydkiem sodowym). Do badania ma-
terialu poémiertnego nie nadawala sie réwniez metoda chemicznego utleniania
B-HBA przy pomocy dwuchromianu potasowego [19], gdyz w tych warunkach do
acetonu utleniany jest réwniez izopropanol, ktéry powstaje w wyniku przemian
poémiertnych.

Rezultaty wszystkich oznaczen stezen acetonu, Ac-Ac i B-HBA przedstawiono
w tabeli I (w umol/l), co umozliwito taczna ocene stezen wszystkich ciat ketonowych,
poniewaz zaréwno B-HBA, jak i aceton, powstaja z Ac-Ac ekwimolarnie. Natomiast
osobne oznaczanie stezenia kazdej z tych substancji pozwolito na wykluczenie ewen-

1 O czym informowaty autoréw rodziny zmartych.



72 G. Teresiniski, G. Buszewicz, R. Madro

tualnoéci egzogennego zatrucia acetonem [19]. W tego rodzaju przypadkach brak jest
bowiem Ac-Ac i B-HBA, gdyz reakcja dekarboksylacji Ac-Ac jest nieodwracalna.

Uzyskane wyniki (por. tabela I) w wiekszos$ci oznaczen nie odbiegaty znacznie od
stezen spotykanych zazyciowo u zdrowych oséb, tj. poziom B-HBA wynosil ponizej
0,3 mmol/l, zag suma acetonu i Ac-Ac ponizej 0,2 mmol/l [12]. W niektérych przy-
padkach okazaly sie jednak znacznie wyzsze.

Dalsza ocene wynikéw oznaczen stezen cial ketonowych w trzech przebadanych
srodowiskach przeprowadzono z uwzglednieniem wynikéw sekcji zwlok (diagnozy
makro- 1 mikroskopowej) oraz rezultatéw badania krwii moczu w kierunku obecnos-
ci etanolu, ewentualnie takze dalszych badan toksykologicznych. Ponadto brano pod
uwage okolicznos$ci zgonu, ktére analizowano w oparciu o cato§é materiatéw zawar-
tych w aktach (udostepnionych dzieki uprzejmosci prokuratur) oraz informacje uzys-
kane od rodzin zmarlych oséb, ktére pozwalaty na potwierdzenie przewleklego nad-
uzywania alkoholu 1 wykluczenie pelnoobjawowej cukrzycy.

Na podstawie tych ustalen, zbiér 36 przebadanych przypadkéw podzielono na
nizej opisane grupy i podgrupy:

1. Zgony oséb, ktére nie naduzywaty przewlekle alkoholu inic nie wskazywalo na

mozliwo$§¢ nadmiernego ozigbienia organizmu, z wyodrebnieniem:

a) przypadkow, w ktorych stwierdzono jedynie wysokie stezenie etanolu
(1 ewentualnie zmiany chorobowe w obrebie uktadu krazenia) (n = 7);

b) przypadkéow, w ktérych do zgonu doszto w nastepstwie urazu lub uduszenia
gwaltownego, a ofiara znajdowala sie w stanie nietrzezwoéci (n = 6);

¢) pozostalych zgonéw oséb, ktére nie znajdowaly sie w stanie nietrzezwosci
n=238).

2. Zgony 0sob, ktore przewlekle naduzywaty alkoholu?, ale nic nie wskazywato na

mozliwo$§¢ nadmiernego oziebienia organizmu, z wyodrebnieniem:
a) przypadkow, w ktorych stwierdzono jedynie wysokie (> 4%o) stezenie etano-
Iu (n=3),
b) pozostatych przypadkéw zgondéw (n = 6).
3. Zgony, w ktorych okoliczno$ci znalezienia zwlok oraz wynik badania po-
$miertnego wskazywaly na mozliwo$é nadmiernego ochtodzenia ciata (n = 6).

Pominieto ocene ewentualnego wptywu czasu, jaki uptynat od chwili zgonu do
przeprowadzenia sekcji zwlok, poniewaz z wezeéniejszych doniesien wynika, ze wy-
twarzanie cial ketonowych w toku przemian po§miertnych nie ma istotnego znacze-
nia w ciggu pierwszych 5 dni od $mierci [1].

Rycina 2 przedstawia wyniki oznaczen acetonu, Ac-Ac i 3-HBA oraz sumy stezen
wszystkich tych cial ketonowych we krwi, moczu i ciele szklistym z uwzglednieniem
podanego wyzej podzialu analizowanego materialu sekcyjnego. Przypadki zostaly
uporzagdkowane w poszczegdlnych grupach 1 podgrupach wedlug wzrastajacych ste-
zen ogdlnej zawartosci cial ketonowych we krwi. Ponadto na rycinie 2 zaznaczono do-
datkowo stezenia etanolu we krwi i moczu.

7 przedstawionych wykreséw wynika, ze najlepszym markerem ketozy jest
stezenie B-HBA, ktore praktycznie determinuje poziom cial ketonowych. Natomiast

2 We wszystkich przypadkach zakwalifikowanych do tej grupy stwierdzono sttuszczenie lub
marsko$¢ watroby.
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stezenia acetonu, a zwlaszcza Ac-Ac, moga ksztaltowac sie na niskim poziomie nawet
przy wyraznie podwyzszonym stezeniu f-HBA. Te komercyjne testy kliniczne, ktére
wykrywaja jedynie Ac-Ac, moga wiec w czeéci przypadkow dawaé wyniki falszywie
ujemne, przez co maja ograniczong warto$¢ diagnostyczna,.

Wykrycie podwyzszonego stezenia acetonu jest mozliwe ,przy okazji” analizy
krwi, moczu i ciatka szklistego w kierunku obecnoéci etanolu. W zwigzku z tym to ru-
tynowe postepowanie jest zarazem badaniem przesiewowym wskazujacym na bar-
dzo zaawansowany stopien ketozy i celowo$¢ oznaczenia poziomu B-HBA, gdyz (jak
to wynika z ryciny 2) wyrazny wzrost stezenia acetonu (pochodzacego z przemian me-
tabolicznych) towarzyszy dopiero wysokim stezeniom -HBA.

Rozbieznos¢ pomiedzy stezeniem B-HBA a stezeniami Ac-Ac i acetonu jest szcze-
gblnie wyrazna (zwlaszcza we krwi 1 ciele szklistym oka) w grupie oséb przewlekle
naduzywajacych alkoholu. Prawidtowo$é¢ te nalezy tlumaczyé zmiang potencjatu
oksyredukecyjnego komérek watroby ,,zajetych” spalaniem etanolu (tj. wzrostem sto-
sunku NADH/NAD). Retencja Ac-Ac jest wiec utrudniona, poniewaz jest on konwer-
towany do B-HBA, ktory w tej sytuacji nie moze ulega¢ dekarboksylacji do acetonu.

U oséb, ktéore zmarty w wyniku ostrego zatrucia alkoholem (nawet jezeli spozy-
waly go wezeéniej w sposob przewlekly) oraz w przypadkach naglych zgonéw (z in-
nych, znanych przyczyn z wyjatkiem hipotermii) oséb znajdujacych sie w stanie nie-
trzezwosci, ktore wezesniej nie naduzywaly przewlekle alkoholu, stezenie cial keton-
owych bylo niskie — zblizone do normy fizjologicznej za zycia. W przypadkach ostrej
intoksykacji etanolem nie dochodzi zatem do wzrostu ketogenezy, gdyz komorki
watrobowe ,zajete” utylizacja etanolu nie kumuluja wiekszej iloéci Ac-CoA, sta-
nowigcym substrat do ketogenezy (wzrost stosunku NADH/NAD podczas spalania
etanolu hamuje B-oksydacje kwaséw ttuszczowych, a powstajacy octan jest aktywo-
wany do Ac-CoA gléwnie w tkankach pozawatrobowych, ktére nie maja zdolnosci do
produkcji cial ketonowych). Dopiero przedtuzajaca sie intoksykacja etanolem w po-
taczeniu ze spadkiem stezenia glukozy we krwi (w wyniku reaktywnej hipoglikemii
spowodowane]j etanolem, zahamowania glukoneogenezy w zwigzku z kwasica mle-
czanowa lub (i) nieprzyjmowania positkow zawierajacych weglowodany) moze pro-
wadzi¢ do hiperketonemii (i kwasicy ketonowej) w wyniku aktywacji hormonéw
o dziataniu przeciwnym do insuliny, nasilonego rozktadu tréjglicerydéw oraz wzrostu
stezenia wolnych kwasow tluszczowych i Ac-CoA, ktory nie moze wejsé do cyklu kwasu
cytrynowego (m.in. z uwagi na brak szczawiooctanu powstajacego z rozktadu glukozy)®.

Najwieksze stezenia ciat ketonowych w badanej grupie wystapity jednak w tych
przypadkach, w ktérych nie stwierdzono etanolu w ptynach ustrojowych, a okolicz-
no$ci wskazywaly, ze przyczyna $mierci mogto by¢ nadmierne ochtodzenie organiz-
mu. Swiadczy to o tym, ze wysokie stezenie cial ketonowych traktowaé mozna jako
test diagnostyczny émierci spowodowanej hipotermia’. Hipotermia prowadzi bo-

3 By¢ moze tego rodzaju zaburzenia metaboliczne przyczynily sie do zgonu jednej z os6b
przewlekle naduzywajacej alkoholu (pozycja nr 30 w tabeli I), u ktérej nie stwierdzono
uchwytnej przyczyny Smierci, a jedynie znacznie podwyzszony poziom cial ketonowych we
krwi i moczu.

4 Wniosek ten wymaga jednak weryfikacji na podstawie wiekszej grupy przypadkéw dobra-
nych podobnie jak w niniejszej pracy.
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wiem (podobnie jak inne ,stresory”) do wzmozonego uwalniania hormonéw o dzia-
taniu przeciwstawnym do insuliny (poczatkowo gléwnie katecholamin, nastepnie
glukagonu 1 kortykosterydéw), ktore nasilaja rozpad ttuszezéw i produkcje cial ke-
tonowych stanowiacych podstawowe zrédlo energii (po zuzyciu zapaséw glikogenu)
niezbednej do wzmozonej termogenezy w ozigbianym organizmie [6, 7, 16].

W grupie os6b poddanych ekspozycji na zimno uwidocznila sie przy tym wyrazna
odwrotna zalezno$§é miedzy nasileniem ketozy a stezeniem etanolu, ktéry powoduje
przyspieszona utrate ciepta dzieki wzmozonemu przeplywowi krwi przez naczynia
skérne. U oséb zatrutych etanolem tempo wyziebienia organizmu przekracza zatem
prawdopodobnie szybko$¢ reakcji adaptacyjnych ustroju (zbyt mata produkcja ciat
ketonowych w stosunku do zapotrzebowania tkanek) w sytuacji, gdy jednoczeénie
ma miejsce omowione wezesniej przeciwketonemiczne dzialanie etanolu.

Poréwnanie wynikéw wszystkich oznaczen w trzech badanych §rodowiskach pro-
wadzi do wniosku, ze przy odpowiednio dobranej metodzie analitycznej krew sek-
cyjna stanowi dobry material do oznaczenia cial ketonowych i oceny na tej podstawie
zaburzen metabolicznych w okresie poprzedzajacym zgon. Ocena wynikéw oznaczen
ciat ketonowych w moczu powinna by¢ natomiast ostrozna z uwagi na mozliwosé
utrzymywania sie ketonurii (w zwiagzku z retencja moczu) w tych przypadkach,
w ktérych doszlo juz do ustapienia ketonemii lub tez braku ketonurii w sytuacji
wspolistnienia ketonemii i niewydolnoéci nerek (np. o etiologii wstrzasowej)®.

Natomiast o ciele szklistym wiadomo, ze jest $érodowiskiem dobrze izolowanym od
innych plynéw ustrojowych, a zawarte w nim substancje osiagaja stan rownowagi
z krwioobiegiem na drodze biernej dyfuzji. Proces przechodzenia réznych substancji
z lub do ciata szklistego cechuje zatem pewna inercja [10]. Oparcie wnioskowania
o stopniu zaawansowania ketozy jedynie na wynikach badania ciata szklistego moze
wiec prowadzié do btednej diagnozy, np. w razie szybko narastajacej ketonemii, co po-
twierdzaja wyniki tej pracy. W wiekszosci przypadkéw nasilonej ketonemii (grupy
2 b 13 w tabeli I) stezenie ciat ketonowych w ciele szklistym okazato sie wprawdzie
zblizone do stezenia ciat ketonowych we krwi, ale jednak w przypadkach nr 301 36
(tabela I) stezenie B-HBA w ciele szklistym byto wielokrotnie nizsze niz we krwi.

WNIOSKI

1. Stezenie wolnego acetonu oznaczone ,,przy okazji” badania krwi na zawarto$é
etanolu metoda chromatografii gazowej moze stuzyé jedynie jako badanie
przesiewowe do wykrywania bardzo zaawansowanej ketozy, ale nie pozwala
na réznicowania ketozy od egzogennego zatrucia acetonem.

2. Do oceny stopnia nasilenia ketozy konieczne jest oznaczenie stezenia -HBA
lub sumy ciat ketonowych.

5 Sytuacja taka wystapita prawdopodobnie w przypadku nr 29 (w tabeli I), tj. u osoby, ktéra
naduzywala przewlekle alkoholu i zmarta w nastepstwie urazu mechanicznego prawdo-
podobnie po dluzszej agonii, gdyz badanie poSmiertne wykazato cechy ostrej niewydolnosci
krazeniowo-oddechowej, a stezenie cial ketonowych w moczu byto niskie pomimo wysokich
stezen B-HBA we krwi i ciele szklistym.
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3. Krew sekcyjna stanowi dobre §rodowisko do oceny stopnia zaawansowania ke-
tozy w okresie poprzedzajacym zgon.

4. Niskie stezenie cial ketonowych nie wyklucza mozliwosci zgonu w wyniku
nadmiernego ochtodzenia organizmu wtedy, gdy we krwi zmartego stwier-
dzono bardzo wysokie stezenie etanolu.

5. Stezenia cial ketonowych w moczu i w ciele szklistym moga nawet znacznie od-
biegaé od poziomu ketonemii w chwili zgonu.



